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論 文 内 容 要 旨
第1章 序論
ニ ワ トリの腸 管 内 に寄 生 す る原 生動 物 で あ る ニ ワ トリ コク シ ジ ウム は、
胞 子 虫 類 、:Eimeda亜目のE㎞eda属に分 類 され(表 一1)、ス ポ ロゴ ニ ー 、
シ ゾ ゴニ ー お よび ガメ トゴニ ー の3相 か らな る複 雑 な ラ イ フサ イ ク ル を 営
む(図 。1)。本 原 虫 は 、 シ ゾ ゴ ニ ー お よび ガ メ トゴニ ー 期 はハ プ ロイ ド
で あ り、 体 細胞 分 裂 に よ り増 殖 す る。 減 数 分 裂 が生 じる の はス ポ ロゴ ニ
ー期 の み で あ るが 、 そ の際 に ク ロマ チ ドや キ アズ マ の付 随 が 認 め られ な
い こ とか ら、 遺伝 子 の ク ロ ッシ ング オーバ ー は起 こ ら ず、 遺伝 的 な変 異
は少 な くと も12本観 察 され て い る ク ロモ ゾ ー ムの ラ ン ダ ム な再 配 列 に よ
り生 、じる と考 え ら れ て い る 。 こ の よ う な 遺 伝 的 特 性 を有 す ニ ワ ト リ
Eimeda種にお い て、 現 在 明確 に され て い る遺伝 形 質 に は 、 酵 素 変 異 、薬
剤 耐 性 並 び に早熟 性 が あ り、 これ ら 三つ の形 質 を遺伝 的マ ー カ ー と し て
組 み 合 わせ た同種 株 間 の交 雑 実験 結 果 か ら遺伝 的知 見 が 得 られ て きた。
酵 素 変 異 は、 生 物 の 遺伝 的 変 異 を 直接 的 に表 現 す る形 質 で あ り、 遺 伝
的マ ー カ ー と して 重 要 で あ る 。 ニ ワ トリEimeda種に お い て は、Shirleyお
よびRollinsonが、 酵 素 電 気 泳 動 法 を用 い てEimeda種の酵 素 変 異 を明 か と
し 、 現 在 で はGlucosephospha蝕eisomerase(GPI:E.C.5.3.1.9)およ び
Laαatedehydrogenase(LDH:E.C.1.1.1.27)の2酵素 の泳 動パ ター ンに よ り、
一層 確 実 な遺 伝 的 同定 が な され て い る。 また 酵 素 変 異 の遺 伝 的 マ ー カ ー
と しての有 用 性 も報告 され て い る。
本 論 文 で は、 ニ ワ ト リEimeria種の遺伝 的 背 景 を調 べ る た め に、 ニ ワ ト
リEimeria7種のGPIおよびU)H:のア イ ソザ イ ム プ ロ フ ァイ ル につ いて 、 ま
たそ の遺 伝 的 マ ー カ ー と して の安 定 性 につ い て追 試 を含 め て検 討 した 。
次 にE.tenellaGPIアイ ソザ イ ム の 遺伝 的 マ ー カー と して の有 用 性 並 び に
GPIの酵素 変 異 の遺 伝 様 式 、 さ ら にE.tenellaGPIアイ ソザ イ ム をマ ー カ ー
と した同種 混 合 感染 にお け る株 間増殖 能 につ い て検 討 した。
第2章 ニ ワ トリE㎞eria種の酵 素 変 異
第1節 に お い て は 、E.tenella、E.n㏄adx、Emaximaおよ びE.acervulinaの各
標 準 株(N㎜ 株)、 並 び に 野 外 分 離 株 のEbrunetti、'Emitisおよ び
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旦遮 の7種 のGPIおよびU)Hの種 間酵 素変 異 につ い て検 討 した 。
そ の結 果 、GPIおよ びLDHと も に7タイ プの酵 素 変 異 が 検 出 さ れ 、両 酵
素 を指 標 と し た酵 素 電気 泳 動 法 に よ りEimeda7種が 分 類 同 定 され た。 こ
れ らの酵 素 変 異 は 、既 報 の 型 別 と一 致 し、本 法 の同定 上 の有 用 性 が確 証
され た(図 一2)。
第2節 にお い て は 、EteneUaおよびE.a㏄rvulina野外 分 離 株 の株 間酵 素 変
異 につ い て検 討 した 。 そ の 結 果 、EtenellaではLDH型 はす べ てNIAH株と
同一(LD匹8型)で あ る が、GPIはNIAH株のGPI-9型と異 な るGPI-1型が
検 出 され た(表 一2)。またE.acerv面naでは、mH型 はす べ てNIAH株と 同
一(LDH -2型)であ るが 、GPIではNIAH株のGPI-7型と異 な る型 が2タ イ
プ検 出 され た。 この 内GPI-8型は従 来 報告 され て い るGPI型で あ った が 、
GPI-12型は新 しい型 で あ り、 筆 者 が初 め て見 い出 し た(表 一3)。こ の よ
うに、我 が 国 に もGPIアイ ソ ザ イ ム を保 有 す るE.ぬうnellaおよ びE.acervuUna
が存 在 す る こ とを初 め て見 い出 した。 さ らに両種 と も同 一分 離株 か ら2タ
イ プ のGPIア イ ソ ザ イ ム が 検 出 さ れ た 株 が あ り 、Etenellaおよ び
E.acelvulinaは野 外 にお い て遺伝 的 に異 な る オ ー シス トが複 雑 に 混 在 して
い る こ とが示 され た。
ニ ワ トリEimeda7種のGPIおよびLDHの種 間並 び に株 間酵 素 変 異 につ い
て は、 図一3に示 した。
第3章 ニ ワ トリE㎞eria種保 有GPIおよび:LDHの遺伝 的マ ー カ ー と し て
の安 定 性 冒
本 章 で は第1節 に お い て 、E.tenellaライ フサ イ クル にお け るGPIおよ び
LDHの安定 性 につ いて、 また第2節 にお いて早 熟 株(プ レパ テ ン トピ リオ
ドが 短縮 され 、病 原 性 が 低 下 した株)に お け るGPIおよびLDHの安 定 性 に
つ いて検 討 した 。 そ の結 果 、EteneUa胞子 形 成 お よび胞 子 未形 成 オー シス
ト、 ス ポ ロゾ イ ト並 び に第2代 メ ロゾ イ トの両 酵 素 型 は、 すべ て 同一 で 、
ラ イ フサ イ ク ル に お いて両 酵 素 は安 定 な こ とが 示 され た 。 また 筆 者 の研
究 室 に て作 出 され た4種 の早 熟 株(E{enella、En㏄auix、Emaximaおよ び
E.acervuHna)の両酵 素 は、 親 株 で あ るNIAH株と同一 バ ン ドを示 し、 早 熟
選 別 に対 して 遺伝 的 に安 定 な こ とが確 認 され た。
一zi一
第4章EtenellaGPIアイ ソザ イ ム の遺伝 的 マ ー カー と して の有 用 性
本 章 で は、EteneHaGPIアイ ソザ イ ム(GPI-1およ び9型)と 薬 剤 耐 性 形
質 を用 い て 、交 雑 株 の作 出 を試 み、EtenellaGPIアイ ソザ イ ムの遺 伝 的 マ
ー カ ー と して の有 用性 につ い て検 討 す る と と もに酵 素 変 異 の遺 伝 様 式 に
つ い て考 察 した。
まずGPI-9型を有 しデ コキ ネ ー トに耐性 と したN㎜ 株 ΦR株)とGPI-1型
を有 しデ コ キ ネ ー トに感 受 性 な野 外 株 ①S株)を 等 量 混 合 後 、 ヒナ に接 種
してF1オー シ ス トを得 た。 次 に デ コキ ネー ト投 与下 にF1オー シス トを継代
し、F1オー シス ト中の薬 剤 感 受 性 オ ー シス トを除 去 した(F2)。 このF2オ
ー シス トのGPI型を調べ た結 果 、DR型 のGPI-9型のみ で な くDS型のGPIr1
型 も検 出 され た(図 一4)。この こ とは、F2オー シ ス ト中 に交 雑 形 質 を示 す
オ ー シ ス トが 存在 す る こ と を示 し て い る。 そ こ でF2オー シ ス トよ りシ ン
グ ル オー シス トを採取 し、 個 々 の オ ー シス トへ のGPI形質 の伝 達 につ い て
検討 した。そ の結果 、GPI-9型を有 す る ものが4ライ ン(No.1、3、4、6)、
GPI-1型を有 す る もの が1ラ イ ン(No.5>およびGPI-1と9型の両 者 を有 す
る ものが1ラ イ ン(No.2)であ り、 交 雑.によ り遺伝 的 に変異 した オー シ ス
トの存 在 が確 証 された(図 一5)。またNo.2ライ ンが採 取 され た こ とに よ
り、 交雑 に よ り形 成 され た シ ング ル オー シ ス ト由来 の オー シス トが、 両
親 株 の形 質 を表 現 す る こ とが 初 め て証 明 され た。 す な わ ち 、 シ ン グル オ
ー シス ト由来 の オ ー シス トが 遺伝 的 に必 ず し も斉 一 で は な い こ とが 明 か
とな っ た。 さ らにNo.5ライ ンは、GPI遺伝 子 とデ コキ ネ ー ト耐 性 遺伝 子
が 異 なる ク ロモ ゾ ー ム上 に コー ドされ て い る こ とを示 唆 して い る。 こ の
No.2ライ ンのGPI-1と9型の量 的比 をデ ン シ トメ ーター にて測 定 した結 果 、
10代連 続 継 代 後 も比較 的安 定 に保 有 され て い た(図 一6)。この こ とは、
異 な るGPI遺伝 子 を有 す る ス ポ ロゾイ トが 均 等 に増 殖 後 、 ガメ ー トを形 成
し、 ラ ン ダ ムな受 精 後 にオ ー シス トを再 産 生 した こ と を示 して お り、 次
世 代 オー シス トの両GPI量比 は交 雑 の頻度 に影 響 を受 け な い こ とを示 唆 し
て い る。
以 上 の結 果 は、EtenellaGPIアイ ソザ イ ムが 交雑 実 験 にお け る遣 伝 的 マ
ー カ ー と して有 用 な形 質 で あ る こ とを示 して い る。
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第5章E.{eneUaGPIアイ ソザ イ ム をマ ー カ ー と した同種 混 合 感 染 にお け
る株 間増 殖 能
E.槍nella株間 の相 対 増 殖 能 の比 較 は、単 独 株 感 染 時 にお ける総 オ ー シス
ト産 生 数 の測定 が 一般 的 で あ り、 こ れ らの研 究 の結 果 、株 の性 状 の異 な
りは増 殖 性 に影響 を及 ぼ さな い と考 え られ て い る。E.血うnella2株を混 合 感
染 させ た 場 合 、各 株 の競 合 あ る い は相 互干 渉 が生 じる こ とも予 想 され る
が 、現 状 これ を解 析 す る系 は開発 さ れ て い な い。筆 者 は前 章 に お い て 、
E.teneUaGPIアイ ソザ イ ム 量 比 は交 雑 の頻 度 に影 響 を受 け ない こ とを示 唆
した。 そ こで 本 章 で は、GPIアイ ソザ イ ム量 を マ ー カ ー と して 、Etenella
2株の混 合 感 染 にお け る各株 の増 殖 量 の推 定系 につ い て検 討 した。
1まずDR株 とDS株 を各 々1-5x106個に 調整 し、 計5x106個に混 合 後 、 泳 動
・し、 デ ンシ トメ ー ター を用 い て測 定 した 各 々 のGPI量比(AUC比)と 両
株 の オ ー シス ト数 比 の相 関 性 につ い て調べ た 。 そ の結 果 、 両者 には相 関
関係 が 認 め られ 、GPI量比 か らオ ー シネ ト数 比 が推 定 可 能 な こ とが示 され
た(図 一7)。そ こ で互 い に異 な るGPI型を有 す 株(ラ イ ン)、 す な わ ち
DR株 とDS株、No.3とNo.5ライ ンお よ びNo.4とNo.5ライ ンを用 い て各 々
混 合 感 染 を行 ない 、 両株 の増 殖 能 につ い て検 討 した 。 そ の結 果 、DR株 と
DS株の混 合 感染 で は、DR型 のGPI-9型が 優 勢 で あ った(図 一8および表 一4:
実 験1、2)。 これ はDR株 の オー シス ト再 産 生 の速 さ(早 熟 性)に よる も
の と考 え られ た(図 一10a、b)。またNo.3とNo5ライ ンで は、 両株 単独 感
染 時 の オ ー シス ト産 生 数 が 反 映 した結 果 とな り、No5ラ イ ンのGPI-1型が
優 勢 で あ った(図 一9、表 一5:実験 一3および 図一10c)。しか し、No.4とNo.5ラ
イ ン の混 合 感 染 で は 、単 独 感 染 にお い てNo.5ライ ン の方 が オ ー シス ト産
生 数 が多 く、 また排 泄 ピー ク も若 干 早 い に もか か わ らず 、No.4ライ ン の
GPI-9型が優 勢 で あ った(図 一9、表 一5:実験3お よび図 一10d)。また 、 デ コ
キ ネ ー ト投 薬 は これ らライ ンの増 殖 性 に影 響 を及 ぼ さ なか っ た(図 一9、
表 一5:実験4お よび 図 一10e、f)。こ の こ とは、 混 合 感染 に お い て は各 株 の
単独 感 染 時 の オー シス ト産 生 数 や プ レパ テ ン トピ リオ ドの異 な り(早 熟
性)が 必 ず し も反 映 され る とは限 らず 、生 体 内 にお い て競 合 あ るい は 相





ーシス トのGPI遺伝頻度、すなわち各株のガメー ト産生量 を推定するマー
カー として有用なことが明か となった。
要約
近 年 ニ ワ トリEimeria種のGPIおよびLDHの アイ ソザ イ ム プ ロ フ ァイ ル が
示 され、 そ の同定 上 の有用 性 並 び に遺伝 的 マ ー カー と して の有 用 性 が 明
か に され た。 そ こで筆 者 は第2章 にお い て本法 の導 入 を試 み、E㎞eda7種
の種 問 酵 素変 異 を明 か と し、 同定 上 の有用 性 を確 認 し た。 さ ら に野外 分
離株 につ いて株 間酵 素変 異 を検 討 した結 果 、我 が 国 に もGPIアイ ソザ イ ム
を有 す るE.tenena(GPI-1および9型)お よび:E.a㏄rvulina(GPI・7、8およ び
12型)が存 在 す る こ と を初 め て見 い 出 した。特 にEacervuhnaGPI・12型は
筆 者 が初 め て見 い出 した。
第3章 で は、E.tenellaライ フ サ イ クル にお いてGPI型お よびLDH型 は遺 伝
的 に安定 で あ る こ と、 またE㎞eda4種の 早熟 株 の 両酵 素 型 は親 株 と同一 で
あ り、早 熟 選 抜 に対 して遺 伝 的 に安 定 な こ とを確 認 した。
第4章 にお い て は 、GPIアイ ソザ イ ム と薬 剤 耐 性 形 質 を遺伝 的 マ ー カ ー
と して用 い、E.teneUa2株の交 雑 実 験 を行 ない 、E伽ellaGPIアイ ソザ イ ム
が 遺伝 的 マ ーカ ー と して有 用 な形 質 で あ る こ .とを明 か と した。 さ らに交
雑 に よ り形 成 され た シ ン グ ル オー シ ス ト由来 オー シス トが 両 親 株 の形 質
を表 現 す る こ とを初 め て実 験 的 に証 明 した。
第5章 にお い て は、E.むenellaGPIアイ ソザ イ ム をマ ー カ ー と して用 い、従
来 測定 不 可 能 で あ ったEtenella2株の混 合 感 染 にお け る各 株 の オ ー シ ス ト
再 産 生量 を推 定 す る系 を作 出 し、Etenella2株間 の 盲 腸 内 で の 相 互 干 渉 あ
る い は競 合 を初 めて示 唆 した。
以 上 の結 果、GPIおよびLDHの ア イ ソザ イ ム プ ロ フ ァイ ル は、 ニ ワ トリ
Eimeda種分 類 同定 上 の 有 用 な マ ー カ ー で あ る こ と、 またEtenellaGPIアイ
ソザ イ ム は遺 伝 的マ ー カー と して有 用 な形 質 で あ る こ とが 明 か とな った。
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表一2 恥 匹血 野外分離株のGPIおよびLDH型
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5.F2オ ー シ ス ト
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1。6:シン グ ル オ ー シ ス トNos.
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3.3代 継代 オー シス ト
4.6代 継代 オー シス ト
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鱒 図・7から算 出 した推 定 オ ー シス ト数比
喰榊DR株 ρS株
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1-8:表・5の レ ー ンNo.




ラ イ ン "一9の オ ー シ ス ト
レ ー ンNo.採 取 時 間
AUC串 オーシス ト
数比勅
。、オ ー シ ス ト






























































聯 図 ・7から算 出 した 推 定 オ ー シ ス ト数 比
榊 傘No.3/No.5ある い はNo.4/No.5
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ら収集 したニワ トリコクシジウム7種の虫体をもちいてGPIおよびLDHアイソザイムを検索 し









したところ,き わめて良好な成績が得られた。また,E擁θ磁 オθηθ伽 虫体のGPIアイソザイムと
薬剤耐性形質を遺伝的マーカーとして用いる虫種間の交雑実験を行ない,ア イソザイムは遺伝的












学,と くに動物微生物科学の研究に大きな進歩を与え,さ らに動物生産の拡大に著 しく貢献する
ものと期待される。よって審査員一同は,本 論文提出者が博士(農 学)の 学位を授与される資格
に充分な資格を有するものと認定 した。
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